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RESUMO: 
 
 
Aspalathus linearis, popularmente conhecida como Rooibos, é utilizada na 
medicina tradicional na África do Sul para tratar uma variedade de doenças, e 
atualmente tem despertado interesse o estudo de suas atividades biológicas para o 
tratamento do câncer. Embora já tenham sido descritos efeitos relacionados à atividade 
antitumoral em modelos animais, são poucos os estudos que descrevem esta atividade in 
vitro em células tumorais humanas. Portanto, nosso objetivo foi avaliar o efeito dos 
extratos de Aspalathus linearis na viabilidade de linhagens celulares de carcinoma 
cervical (SiHa) e de ovário (OVACAR). Para avaliar o efeito de cada extrato na 
viabilidade celular foram utilizados dois métodos: o ensaio de dimetiltiazoldifenil 
brometo de tetrazolina (MTT) e a contagem celular realizada em câmara de newbauer 
pelo método de exclusão com azul de tripan. Os resultados demonstram que a 
viabilidade celular da linhagem OVACAR foi significativamente reduzida, após 
tratamento por 24h com as frações metanol, acetato de etila, diclorometano e os extratos 
aquoso e bruto. Também para a linhagem SiHa observamos uma redução significativa 
na viabilidade celular após tratamento com as frações metanol, diclorometano e extrato 
aquoso. Considerando, os resultados apresentados, verificamos que extratos de 
Aspalathus linearis apresentam importante atividade biológica em linhagens tumorais 
de câncer cervical e de ovário, principalmente reduzindoa viabilidade celular. 
 
 
Palavras-chave: Aspalathus linearis; câncer cervical; câncer de ovário; chá Rooibos. 
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ABSTRACT 
 
 
Aspalathus linearis, commonly known as Rooibos, is a medicinal plant used in 
traditional medicine in South Africa to treat a variety of diseases, and currently its 
biological activity for the treatment of cancer has aroused interest in many researches. 
Although there has been described effects relating anti-tumor activity in animal models, 
few studies have described the same activity in vitro in human tumor cells. Therefore, 
our objective was to evaluate the effect of Aspalathus linearis extracts on the viability 
of cervical carcinoma (SiHa) and ovarian (OVACAR) cell lines. Two methods were 
used to evaluate cell viability after extracts treatment: The dimethylthiazol diphenil 
tetrazolium bromide assay (MTT) and cell counting performed in newbauer chamber by 
exclusion with trypan blue method. Results demonstrate that viability was significantly 
reduced in OVACAR cells after treatment for 24h with methanol, ethyl acetate, 
dichloromethane fractions and aqueous and crude extracts. As for SiHa cells, we 
observed a significant reduction in viability after treatment with methanol, 
dichloromethane and aqueous extract. Considering the results presented, we find that 
Aspalathus linearis extracts have important biological activity in tumor cell lines of 
cervical and ovarian cancer, mainly decreasing cell viability. 
 
 
Keywords: Aspalathus linearis; cervical cancer; ovarian cancer; Rooibos tea. 
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INTRODUÇÃO 
 
 
Dentre as neoplasias ginecológicas, as que envolvem o ovário e o colo do útero, 
são bastante prevalentes e apresentam altas taxas de mortalidade
1
. De acordo com o 
Instituto Nacional do Câncer, em 2014 a previsão era que cerca de 5.680 a 15.590 novos 
casos de cânceres ovarianos e cervicais fossem diagnosticados no Brasil, 
respectivamente
2
.
 
 
O câncer do colo do útero possui a terceira maior incidência e a quarta maior taxa 
de mortalidade entre a população feminina em todo o mundo
3
. Dentre os tumores do 
colo do útero, os mais prevalentes são os de origem escamosa, segundo a classificação 
histológica
4
. O principal fator de risco para o seu desenvolvimento é a infecção pelo 
papiloma vírus humano (HPV), sendo os tipos de HPV de alto risco 16 e 18 os mais 
frequentes nos casos de câncer cervical
5, 6
. Entretanto, quando diagnosticado 
precocemente, através do exame de Papanicolaou, estas neoplasias são curadas na quase 
totalidade dos casos
7
. Com relação ao tratamento, a radioterapia e a quimioterapia, à 
base de platina, são utilizadas atualmente como terapia padrão
8
. 
 
O câncer de ovário é uma neoplasia ginecológica de difícil diagnóstico e de 
menor chance de cura, podendo se tornar um tumor maligno altamente letal, com 
prevalência para os carcinomas epiteliais
2
. O padrão de tratamento para pacientes em 
estágio avançado é a cirurgia, seguida por quimioterapia à base de platina. Carboplatina 
/ paclitaxel é o padrão atual de tratamento de primeira escolha
9
. Apesar de a resposta 
inicial causar uma remissão em 80 a 90% dos pacientes, boa parte destes irão 
desenvolver recorrência
10
. Contudo, estas intervenções terapêuticas envolvendo os 
quimioterápicos, por vezes, apresentam uma eficácia terapêutica muito baixa, 
necessitando de novas estratégias
11
. 
 
A busca por novos tratamentos antitumorais está em desenvolvimento constante 
devido à complexidade da biologia tumoral. Entre os vários tratamentos para o câncer, a 
medicina complementar alternativa é muito utilizada na maioria das sociedades
12
. Neste 
sentido, os efeitos anticancerígenos de chás, como por exemplo, o chá verde (Camellia 
sinensis), já foram documentados em um estudo epidemiológico realizado no Japão, 
onde estes produtos apresentam um alto índice de consumo
13
. Além disso, também há 
relatos sobre a atividade anticancerígena de Salvia officinalis
14
, e de extratos aquosos do 
chá de ervas de Cyclopia intermedia
15
. Desta forma, muitos estudos promissores, com 
grande potencial terapêutico, vêm despertando interesse nas propriedades de 
componentes de ervas medicinais como, por exemplo, o chá de ervas Aspalathus 
linearis
15
. 
 
Aspalathus linearis (Família Fabaceae), popularmente conhecida como Rooibos, 
é um arbusto leguminoso, de distribuição muito limitada, endêmica das regiões 
montanhosas de Cedarberg na África do Sul e têm sido tradicionalmente utilizado como 
uma bebida pelo povo Khoi desde 1772
17
. A infusão de Aspalathus linearis, embora 
comumente chamada de chá, é, na realidade, uma infusão de ervas (tisana) que tem 
origem nas folhas e caules da planta
18
, sendo tradicionalmente prescrita para tensão 
nervosa, alergias e problemas digestivos
17
. Os principais constituintes do chá de 
Aspalathus linearis são a aspalatina e a notofagina, di-hidrochalconas C-glicosiladas, 
sendo a aspalatina exclusiva desta planta
18
. A presença de outros componentes também 
9 
 
foi relatada, tais como orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina, luteolina, crisoeriol, 
quercetina, isoquercetina e rutina
19
. Outros compostos fenólicos como ácido caféico, 
ácido ferúlico, ácido vanílico e ácido p-cumárico estão também presentes no vegetal
20
. 
Além disso, sua composição apresenta um baixo teor de tanino e ausência de cafeína
21
.
 
 
Muitos estudos têm demonstrado atividades biológicas atribuídas aos extratos de 
Aspalathus linearis, entre elas, efeito anti-inflamatório
22
, anti-hiperlipidêmico
23
, 
hipoglicemiante
24
, antioxidante
25
 e antitumoral/antimutagênico
15, 26
. Uma importante 
atividade antioxidante tem sido descrita, baseada nas propriedades de citoproteção dos 
flavonóides contra a ação dos radicais livres, envolvidos no estresse oxidativo
27
. Por 
esta planta ser utilizada popularmente com várias finalidades terapêuticas, e baseado em 
estudos anteriores que demonstraram promissores efeitos citotóxicos frente a linhagens 
tumorais, este trabalho tem por objetivo avaliar a citotoxicidade provocada por extratos 
e frações obtidas de Aspalathus linearis em linhagens de carcinoma cervical (SiHa) e de 
ovário (OVACAR). 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
Material vegetal 
 
O chá de ervas Aspalathus lineraris, constituído de folhas e caules fermentados, 
foi adquirido comercialmente da empresa The Big Five Rooibos Company (Pty) Ltd. 
 
Preparação do extrato vegetal 
 
O material vegetal seco (25 g) foi macerado sucessivamente utilizando solventes 
com polaridade crescente hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol (relação 
planta: solvente 1:10) até o esgotamento. As frações foram então filtradas e o solvente 
evaporado até a secura em evaporador a vácuo a 45ºC, após armazenados a 4 °C. Além 
da extração sucessiva de solventes, foram preparados extrato bruto com metanol e 
infusão por 20 minutos (5g; relação planta: solvente 1:10). Da mesma forma que as 
frações anteriores, os solventes foram evaporados até à secura em evaporador a vácuo, e 
armazenados a 4°C.  
 
Cultura de células 
 
As linhagens de carcinoma cervical (SiHa) e de carcinoma de ovário 
(OVACAR) foram adquiridas da ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, 
MD). As linhagens foram mantidas em garrafas de cultura em meio de cultivo com  
DMEM para a SiHa e RPMI para a OVACAR com baixo teor de glicose suplementado 
com 10% de soro fetal de bovino (SFB) a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2.  
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Viabilidade celular 
 
A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de MTT. As células da 
linhagem SiHa foram semeadas em placas de 96 poços (10.000 células/poço) cultivadas 
por 48h, enquanto que para a linhagem OVACAR foram semeadas 7.000 células/poço e 
cultivadas por 72h. Os extratos foram preparados a partir de uma solução mãe de 10 
mg/mL em 100% de dimetil sulfóxido (DMSO), realizando diluições necessárias para 
chegar as concentrações desejadas a no máximo 1% de DMSO. As linhagens foram 
tratadas com diferentes concentrações dos seis extratos (acetato de etila a 1, 20, 40, 60 e 
80 µg/mL e demais extratos a 1, 25, 50, 75 e 100 µg/mL) e incubadas por 24 h a 37ºC. 
Após o tratamento, as células foram incubadas durante 3 h a 37ºC em solução de MTT 
(0,5 mg/mL). Os cristais de formazana formados foram dissolvidos com DMSO e 
quantificados em leitor de placas (Spectramax M2 da Molecular Devices) a 570 e 630 
nm.Os resultados foram expressos em percentagem de viabilidade em relação ao 
controle (100% de viabilidade celular), tratadas apenas com meio de cultivo DMEM 
para o extrato aquoso, e com DMSO 1% para o extrato bruto e as demais frações 
testada.. As médias foram obtidas em triplicatas. 
 
Contagem celular 
 
A contagem foi realizada em câmara de newbauer pelo método de exclusão com 
azul de tripan. Os tratamentos foram realizados da mesma forma como descrito para o 
ensaio com MTT. Os resultados foram expressos em percentagem de viabilidade em 
relação ao controle (100% de viabilidade celular), tratadas apenas com meio de cultivo 
DMEM para o extrato aquoso, e com DMSO 1% para o extrato bruto e as demais 
frações testadaAs médias foram obtidas em triplicatas. 
 
Análise estatística 
 
Todos os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, e a 
significância estatística foi determinada usando análise de uma via de variância 
(ANOVA, p <0,05), seguida pelo teste de Dunnett, para comparação de cada tratamento 
com o controle. 
 
 
RESULTADOS 
 
 
Extrato vegetal 
 
Após a extração sequencial com diferentes solvente de polaridade crescente os 
rendimentos foram de 0,85% para a fração hexano, 0,37% para a fração diclorometano, 
0,31% para a fração acetato de etila e apresentando os maiores rendimentos, 19,37% 
para a fração metanol, 19,88% para o extrato bruto e 21% para o extrato aquoso. 
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Viabilidade celular 
 
Os resultados demonstraram que as frações diclorometano, acetato de etila e 
metanol apresentaram uma diminuição significativa na viabilidade celular da linhagem 
OVACAR a partir das concentrações de 50 µg/mL (80,08%), 40 µg/mL (83,45%) e 25 
µg/mL (79,95%) pela contagem, respectivamente (Fig.1). Além disso, os extratos bruto 
e aquoso também apresentaram uma redução significativa na viabilidade celular, mas 
em concentrações maiores, de 100 µg/mL (65,65%) e50 µg/mL (89.05%), 
respectivamente. Entretanto, a fração hexano não demonstrou diferença significativa em 
nenhuma de suas concentrações estudadas. Estes resultados foram analisados pelo 
método exclusão com tripan blue e MTT e sugerem que a fração metanol tem 
capacidade mais promissora frente aos outras frações e extratos.  
 
 
Fig.1. Viabilidade celular da linhagem OVACAR após tratamento com concentrações 
crescentes de Aspalathus linearis, em diferentes frações e extratos, durante 24h. (a) 
Hexano, (b) Diclorometano, (c) Acetato de Etila, (d) Metanol, (e) Bruto, (f) Aquoso. Os 
valores representam média e desvio padrão de seis determinações, em relação ao 
controle, sendo os valores P < 0.05, considerados estatisticamente significativos.  
12 
 
 
 
Foi avaliado também o efeito dos extratos de Aspalathus linearis na linhagem 
SiHa, com as mesmas frações e concentrações estudadas para a linhagem OVACAR. Os 
resultados indicaram uma diminuição significativa na viabilidade celular para as frações 
diclorometano e metanol nas concentrações de 100 µg/mL (79,4%) e a partir de 75 
µg/mL (90%), respectivamente, e no extrato aquoso, a partir da concentração de 75 
µg/mL (74,03%), sendo os demais extratos e frações testadas, inativos para esta 
linhagem nas concentrações testadas (Fig.2). A redução da viabilidade celular, assim 
como observado para a linhagem OVACAR, também foi mais pronunciada para a 
linhagem SiHa, nos experimentos de contagem celular e não pela metodologia com 
MTT. Além disso, observamos que em concentrações menores, as frações metanol e 
extrato bruto, apresentaram um efeito significativo na proliferação das células tumorais 
da linhagem SiHa,  que deve ser melhor investigado em estudos posteriores. 
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Fig.1. Viabilidade celular da linhagem SiHa tratadas com concentrações crescentes de 
Aspalathus linearis, em diferentes frações e extratos, durante 24 h. (a) Hexano, (b) 
Diclorometano, (c) Acetato de Etila, (d) Metanol, (e) Bruto, (f) Aquoso. Os valores 
representam média e desvio padrão de seis determinações, em relação ao controle, 
representa valores P < 0.05, considerados estatisticamente significativos em relação ao 
controle. 
 
 
 
DISCUSSÃO 
 
 
Dois tipos de chás de ervas de Aspalathus linearis estão disponíveis 
comercialmente, o tipo fermentado e o não fermentado. Tradicionalmente, o chá de 
ervas é produzido por um processo de fermentação, onde ocorre um processo de 
oxidação dos constituintes, conferindo uma coloração marrom-avermelhada ao produto. 
Por outro lado, o não fermentado é caracterizado por não passar por esse processo de 
oxidação
18
. Neste vegetal ocorrem predominantemente constituintes polares da classe 
dos compostos fenólicos. No processo de obtenção da planta fermentada, como o que 
foi utilizado no presente trabalho, ocorre o processo de oxidação dos componentes, e 
consequentemente um aumento dos seus análogos flavonas, proporcionando um 
predomínio  de compostos polares
28, 29
.
  
Além disso, a aspalatina um dos compostos 
majoritários do chá de ervas não fermentado continua presente em concentrações 
elevadas após o processo de oxidação
18
. Como mostrado em estudos anteriores, este chá 
fermentado apresenta aspalatina, rutina e a orientina como compostos majoritários, 
seguido por isoorientina, isoquercitina e luteolina
20
. Neste sentido, os resultados obtidos 
neste estudo, durante o processo de extração, reforçam os relatos de que compostos 
polares são os mais abundantes neste vegetal uma vez que o maior rendimento foi 
obtido na fração metanólica e nos extratos bruto e aquoso. 
 
Uma estratégia utilizada para combater o câncer faz uso da quimioprevenção, e 
até então esse é foco dos trabalhos encontrados na literatura.  Sabe-se que a utilização 
de substâncias químicas ou suas misturas de ocorrência natural podem prevenir ou até 
mesmo reverter a carcinogênese
30
. Os compostos polifenólicos presentes nos chás de 
ervas de Aspalathus linearis podem apresentar componentes importantes para a 
quimioprevenção, e diversos estudos já demonstram ações biológicas,
 
como atividade 
antioxidante em câncer de colo de útero
31
, antimutagênica em câncer de ovário
32
 e anti-
inflamatória
33
. Um exemplo disso são estudos onde se observa um aumento 
significativo na atividade das enzimas catalase e superóxido dismutase com o aumento 
da concentração do extrato aquoso em linhagens de câncer cervical HeLa
34
. 
 
Até o presente momento, são poucos os estudos que demonstram atividades 
antiproliferativas dos extratos de Aspalathus linearis. Entretanto, essa atividade já foi 
caracterizada em linhagens de neuroblastoma, obtendo LC50 > 5.0 mg/ml em extrato 
etanólico
35
. Também existem estudos relatando a capacidade dos extratos em reduzir a 
viabilidade celular e a proliferação em linhagens de câncer esofágico
33
. Entretanto, 
ainda não existem relatos na literatura descrevendo efeitos antitumorais de extratos de 
Aspalathus linearis em linhagens celulares de tumores femininos, como OVACAR e 
SiHa.  Neste estudo, portanto, foi avaliado o efeito dos extratos de Aspalathus linearis 
14 
 
na viabilidade celular destas linhagens. Uma redução na viabilidade celular foi 
observada de forma mais sensível na linhagem OVACAR. Resultados similares, porém 
em concentrações mais baixas, foram observados em linhagem de câncer de mama 
(MCF10A), onde foi relatada uma atividade inibitória da viabilidade celular após 
tratamento com o extrato metanólico de Aspalathus linearis 
36
. Além disso, também foi 
observado em nosso estudo uma redução significativa na viabilidade das linhagens 
tumorais estudadas após tratamento com as frações diclorometano, acetato de etila e o 
extrato aquoso. O extrato aquoso, como demonstrado em estudos anteriores, apresenta 
níveis de flavonóides elevados quando comparado com as demais frações, assim como 
encontrado na extração metanólica
19
. Estes achados sugerem que estas frações podem 
ser importantes para caracterização de efeitos biológicos relacionados à atividade 
antitumoral.  
 
Na linhagem SiHa, observamos a mesma relação com extratos polares, 
entretanto, com efeito não tão pronunciado quanto os encontrados após tratamento dos 
extratos na linhagem OVACAR. Isto sugere que as células tumorais de diferentes 
origens, após exposição aos constituintes polifenólicos, apresentam sensibilidade 
diferente aos extratos testados. Além disso, outro resultado a ser melhor investigado,que 
foi encontrado em nosso estudo, foi um aumento da proliferação celular com doses 
baixas das frações metanol e extrato bruto, após tratamento da linhagem SiHa. 
 
Diversos compostos, ou associações deles, podem ser responsáveis pelos efeitos 
encontrados no nosso estudo. Dentre eles, a luteolina é descrita como sendo um 
flavonóide majoritário de Aspalathus linearis, presente tanto em extrato aquoso
37
, 
quanto em extrato metanólico
38
. Atividades de proteção contra o câncer, indução de 
apoptose em linhagens tumorais e inibição da angiogênese já foram descritas para esse 
flavonóide
37
. Outros compostos presentes no extrato aquoso apresentam atividade 
antineoplásica, como a isoorientina, sendo citotóxica em células tumorais de fígado, 
mama e cólon
39
 e a rutina, com uma ação significativa contra o câncer de mama
40
. 
Também crisoeriol, que desempenha um importante papel na regulação negativa do 
crescimento celular, altera a proliferação e metabolismo em células de mieloma
41
. Além 
dos compostos já citados, a orientina, um dos compostos majoritários da fração 
metanólica, fração responsável por apresentar resultados mais promissores em relação 
as outros estudadas, já tem sido descrita com atividade contra câncer de próstata
38
. 
Porém, não se sabe até o momento se interações sinérgicas ocorrem e em que medida 
ela pode afetar a atividade antimutagênica. E por isso acreditamos fortemente que esses 
compostos podem ser responsáveis pela atividade citotóxica observada no nosso estudo.  
 
A contribuição relativa dos diferentes flavonóides na promoção da atividade 
anticancerígena, propriedade dos chás de ervas, não está totalmente esclarecida até o 
presente momento. Porém, os polifenóis são conhecidos por apresentar atividade 
antioxidante como já citado, modulam o destino metabólico de carcinógenos e alteram 
certos eventos associados à transdução de sinais celulares
42
. Estudos  devem ser 
realizados para elucidar os eventos biológicos envolvidos e se concentrações maiores 
terão atividades mais promissoras nestas linhagens celulares. 
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CONCLUSÃO 
 
 
De acordo com os resultados apresentados, verificamos que extratos de 
Aspalathus linearis apresentam atividade biológica em linhagens tumorais de câncer 
cervical e de ovário, promovendo uma diminuição na viabilidade celular. No entanto, 
estes resultados devem ser aprofundados para elucidação dos mecanismos envolvidos 
bem como otimização das concentrações a serem utilizadas. 
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